PCT 




WELTORGANISATION FOR GEISTIGES ETGENTUM 
Inter nation ales Buro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation ? : 
G01N 30/48, 27/447 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 00/50886 

31. August 2000 (31.08.00) 



(43) Internationales 

Veroffentlich ungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP00/01391 

(22) Internationales Anmeldedatum: 21 . Februar 2000 (21 .02.00) 



(30) Prioritatsdaten: 
199 07 296.5 



22. Februar 1999 (22.02.99) 



DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): MERCK 

PATENT GMBH [DE/DE]; Frankfurter Strasse 250, 
D-64293 Darmstadt (DE). EVOTEC BIOSYSTEMS AG 
[DE/DE]; Schnackenburgallee 114, D-22525 Hamburg 
(DE). 

(72) Erander; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): UNGER, Klaus [DE/DE]; 
Am Alten Berg 40, D-64342 Seeheim (DE). BOOS, 
Karl-Siegfried [DE/DE]; Frankfurter Strasse 250, 
D-64271 Darmstadt (DE). LUBDA, Dieter [DE/DE]; 
Frankfurter Strasse 250, D-64271 Darmstadt (DE). MUS- 
CATE-MAGNUSSEN, Angelika [DE/DE]; Prahl Strasse 
1-3, D-22765 Hamburg (DE). 

(74) Anwalte: MEYERS, Hans-Wilhelm usw.; Von Kreisler Selting 
Werner, Postfach 10 22 41, D-50462 Koln (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablaufder fur Anderungen der Anspriiche zugelassenen 

Frist; Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: USE OF SUPPORTING MATERIAL HAVING REVERSED PHASES IN CAPILLARY ELECTROCHROMATOGRAPHY 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON UMKEHRPHASEN-TRAGERMATERIAL IN DER KAPILLAR- ELEKTROCHRO- 
MATOGRAPHIE 



6 0 30 



30 




(57) Abstract 

The invention relates to the use of supporting material for carrying out capillary electrochromatography, whereby the supporting 
material based on a base material containing hydroxyl groups has reversed phases which are restricted to the inner surfaces of porous 
particles, and these reversed phases are comprised of fatty acid esters. The invention also relates to capillary columns which are suited for 
carrying out the inventive use of reversed phase supporting material in capillary electrochromatography. 



(57) Zusammenfassung 

Die Verwendung von Tragermaterial fiir die Kapillar-Elektrochromatographie wird offenbart, wobei das Tragermaterial auf der 
Grundlage von hydroxylgruppenhaltigem Basismaterial auf die inneren Oberflachen von pordsen Partikeln beschrankte Umkehrphasen 
aufweist, und diese Umkehrphasen aus Fettsaureresten bestehen. Weiterhin werden fur diese Verwendung geeignete Trennkapillaren 
offenbart. 
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Verwenduno von Umkehrphasen-Traqermaterial 
in der KapiHar-Elektrochromatoaraphie 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Umkehrphasen-Tragermaterial 
in der Kapillar-Elektrochromatographie (CEC). 

Im allgemeinen sind Analysenmethoden im gunstigsten Fall selektiv; nur 
wenige, wenn uberhaupt, sind jedoch wirklich spezifisch. Folglich ist im 
Rahmen einer Analyse die Abtrennung des Analyten von storenden Be- 
gleitsubstanzen unumganglich. 

In chromatographischen Trennungen wird die Probe in einer mobilen 
Phase gelost, bei der es sich z.B. urn ein Gas, eine Flussigkeit Oder ein 
uberkritisches Fluid handeln kann. Die mobile Phase wird durch eine mit 
ihr nicht mischbare stationare Phase bewegt, die sich z.B. in einer Saule 
befindet Oder an einer festen Oberflache fixiert ist. Die beiden Phasen 
werden so gewahlt, dass sich die Probenkomponenten in verschiedenem 
MaBe zwischen der mobilen und stationaren Phase verteiien. Die Kompo- 
nenten, die von der stationaren Phase in starkem MaBe zuruckgehalten 
werden, bewegen sich nur langsam mit der mobilen Phase weiter. Dem- 
gegenuber bewegen sich die Komponenten, die nur schwach von der 
stationaren Phase zuruckgehalten werden, schnell. Aufgrund dieser Un- 
terschiede trennen sich die Probenkomponenten in diskrete Banden auf. 

Ein Chromatographiekonzept, das die Vorteile der Kapillarflussigkeits- 
chromatographie (z.B. HPLC) und der Kapillarelektrophorese (CE) ver- 
bindet, ist die sogenannte Kapillar-Elektrochromatographie (CEC). Im 
wesentlichen kann CEC als Hybrid aus HPLC und CE angesehen werden 
(Colon et a/., Analytical Chemistry News & Features 1995; August 1, 
461A-467A). Wie in der HPLC werden die Komponenten einer Probe 
durch unterschiedliche Verteilung zwischen einer stationaren und einer 
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mobilen Phase aufgetrennt. Zusatzlich wird aber, wie in der CE, durch 
Anlegen einer elektrischen Spannung ein elektroosmotischer Fluss er- 
zeugt. Die Trennungen konnen isokratisch oder mit einem Gradienten 
durchgefiihrt werden. Die Saulen sind bevorzugt mit Kieselgelpartikeln 
gefullt, die typischerweise Partikeldurchmesser im Bereich von 1 bis 
5 um haben. 

Der Vorteil dieser Methode ist die Moglichkeit der Trennung von anioni- 
schen, kationischen und neutralen Molekulen. Allerdings besteht ein gro- 
Bes Problem in der Analyse komplexer, insbesondere biologischer Pro- 
ben. Diese, wie z.B. hamolysiertes Blut, Plasma, Serum, Milch, Speichel, 
Fermenterbriihe, Urin, Uberstande von Zellkultur-, Lebensmittel- und 
Gewebehomogenaten oder Naturstoffextrakte, enthalten neben dem 
Analyten einen groBen Anteil an Matrixkomponenten, wie Proteine und 
Salze. 

Proteine und andere Makromolekiile werden z.B. durch hohe Anteile von 
organischen Ldsungsmitteln in der mobilen Phase ausgefallt oder durch 
Restsilanolgruppen an der Oberflache eines chromatographischen Tra- 
gers unspezifisch, irreversibel gebunden oder denaturiert. Sie blockieren 
bei Verwendung einer porosen stationaren Phase den Zugang zu den 
Poren und verringern damit die Anzahl der chromatographischen Adsorp- 
tionszentren. Durch den damit verbundenen verringerten Stoffaustausch 
zwischen stationarer und mobiler Phase fiihren diese Vorgange zu einem 
Kapazitats- und Selektivitatsverlust der Saule. Nichtspezifische Adsorpti- 
on fuhrt dariiber hinaus zu Schwankungen des elektroosmotischen Flus- 
ses und zu nicht reproduzierbaren Retentionszeiten der Analyten. In al- 
ien Fallen wird die CEC-Saule schwer geschadigt oder unbrauchbar 
gemacht. Daher ist es notwendig, diese Matrixkomponenten vor der CEC- 
Analyse aus der Probe zu entfernen. 
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Diese Problematik wiegt umso schwerer, da sie Bestimmungen betrifft, 
die in groBer Anzahl durchgefuhrt werden: z.B. Therapiekontrolle, Be- 
stimmung von korpereigenen Substanzen oder auch das Hochdurch- 
satzscreening nach potenziellen pharmakologischen Wirkstoffen, insbe- 
sondere unter Verwendung von Naturstoffextrakten. 

Gangige Probenaufbereitungsverfahren sind z.B. Kartuschenverfahren 
oder die Verwendung von Vorsaulen, die vorzugsweise mit Kieselgelpar- 
tikeln gefullt sind, wobei die Elution des Analyten bevorzugt durch Flus- 
sigdesorption (HPLC) erfolgt. Allerdings sind die notwendigen Proben- 
vorbehandlungsschritte oft zeit-, kosten- und arbeitsintensiv und fuhren 
durch den notwendigen Transfer des Analyten auf eine Trennsaule zu 
einer VolumenvergroSerung der Probe, die zu einem Verlust an Selekti- 
vitat und Empfindlichkeit des Trennverfahrens fuhrt. 

Boos et al. (LOGC 1997,15, 602-611; LGGC 1996,14, 554-560) be- 
schreiben ein Tragermaterial auf Alkyl-Diol-Silika-Basis (ADS), das quan- 
titative Abtrennung von Proteinen und anderen makromolekuiaren Be- 
standteilen gewahrleistet. Es zeichnet sich durch eine fur Biomolekule 
inerte Oberfiache aus und ist in den Poren mit Alkylgruppen belegt. Die 
PorengroBe ermoglicht kleinen Zielmolekulen (Analyten) Zugang, wah- 
rend die groBen Matrixmolekule ausgeschlossen bleiben. Dieses Material 
wurde speziell fur HPLC-Analysen entwickelt. 

Die Verfahren der Kapillar-Elektrochromatographie und der HPLC unter- 
scheiden sich insbesondere durch die in der CEC auftretenden elektroos- 
motischen Krafte erheblich voneinarider. Fur die HPLC geeignete Materia- 
lien und Bedingungen sind somit nicht einfach auf das Verfahren der CEC 
zu ubertragen (Colon et al. ,1997, Analytical Chemistry & Features, Au- 
gust 1). 

Daher war es urn so uberraschender, dass die Verwendung von Trager- 
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material fur die Kapillar-Elektrochromatographie (CEC), wobei das Tra- 
germateria! auf der Grundlage von hydroxyigruppenhaltigen Basismateri- 
al auf die inneren Oberflachen von porosen Partikeln beschrankte Um- 
kehrphasen aufweist, und dass diese Umkehrphasen a us Fettsaureresten 
bestehen, in der Kapiliar-Elektrochromatographie eine im wesentiichen 
quantitative Abtrennung des Analyten von anderen Proben komponenten, 
insbesondere Proteinen und anderen makromolekularen Bestandteilen 
(Probenmatrix) der Probe ermoglicht. 

Gegenstand der Erfindung ist somit die Verwendung von Tragermaterial 
fur die Kapillar-Elektrochromatographie, wobei das Tragermaterial auf 
der Grundlage von hydroxyigruppenhaltigen Basismaterial auf die inne- 
ren Oberflachen von porosen Partikeln beschrankte Umkehrphasen auf- 
weist, und wobei diese Umkehrphasen aus Fettsaureresten bestehen. 

Gegenstand der Erfindung ist auBerdem eine Kapillare fur die Kapillar- 
Elektrochromatographie gefOllt mit einem Tragermaterial, wobei das in 
der Kapillare befindliche Tragermaterial auf der Grundlage von hydroxyi- 
gruppenhaltigen Basismaterial auf die inneren Oberflachen von porosen 
Partikeln beschrankte Umkehrphasen aufweist und diese Umkehrphasen 
aus Fettsaureresten bestehen. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung des Tragermaterials in der CEC er- 
moglicht es, den Analyten von anderen Komponenten der Probe zu tren- 
nen, ohne diesen zu verdiinnen. Bei der erfindungsgemaBen Verwendung 
des Tragermaterials bleibt auch nach wiederholter Injektion komplexer 
Proben, insbesondere von serum- und zellkulturmedien-haltigen Proben, 
die Reproduzierbarkeit hinsichtlich Bodenzahlen, Retentionszeit und Auf- 
losung der Saule erhalten. 
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Die erfindungsgemaBe Verwendung des Tragermaterials erlaubt in einer 
weiteren Ausfuhrungsform sogar die kombinierte Probenaufbereitung und 
-trennung von komplexen Proben auf einer einzigen CEC-Saule. Diese 1st 
in Bezug auf Trennleistung, Empfindlichkeit, Signai-zu-Rausch-Verhaltnis, 
Seiektivitat, Lebensdauer der Saule und Kosten der einer auf getrennten 
Sauien durchgefuhrten Probenaufbereitung und -trennung gleichgestellt 
Oder sogar uberlegen. Dies ermoglicht erstmals den Einsatz eines sol- 
chen Systems in Hochdurchsatz-Verfahren, wie z.B. dem Hochdurchsatz- 
screening nach potenziellen pharmakologisch aktiven Substanzen. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung des Tragermaterials zeichnet sich 
somit insgesamt durch folgende Eigenschaften aus: 

• es besteht die Moglichkeit der wiederholten direkten Injektion unbe- 
handelter Proben, insbesondere biologischer Proben auf einer CEC- 
Saule, 

• die Proteinmatrix wird quantitativ entfernt, 

• der Analyt kann am oberen Rand der Saule aufkonzentriert und unab- 
hangig von der Matrix quantitativ ab- und aufgetrennt werden, 

• hone Trennleistung, Empfindlichkeit, Genauigkeit, sehr gutes Signal- 
zu-Rausch-Verhaitnis, 

• hohes MaB an Reproduzierbarkeit hinsichtlich Bodenzahlen, Retenti- 
onszeit und Auflosung der Trennung in der Saule, 

• automatischer Betrieb moglich, 

• hohe Anzahl an Analysendurchgangen, kontinuierlicher Betrieb der 
Saule, 

• geringe Kosten pro Analyse. 
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Vorteilhaft ist die erfindungsgemaBe Verwendung in einem CEC- 
Verfahren zur Probenaufbereitung, wobei die Probe, bestehend aus Ana- 
lyt und anderen Probenkomponenten, 

• auf ein CEC-Saulensystem aufgebracht wird, 

• durch Anlegen einer elektrischen Spannung ein elektroosmotischer 
Fluss erzeugt wird, durch den die Probenmolekule bewegt werden 
und/oder die Probenmolekule aufgrund ihres Ladung-zu-Masse- 
Verhaltnisses migrieren, 

• die Probenmatrix durch Aufbringen eines Waschpuffers eluiert wird, 

• der Analyt durch Aufbringen eines Transferpuffers eluiert wird. 

Besonders bevorzugt ist die erfindungsgemaBe Verwendung in einem 
CEC-Verfahren zur kombinierten Probenaufbereitung und Trennung, wo- 
bei die Probe, bestehend aus Analyt und anderen Probenkomponenten, 

• auf ein CEC-Sauiensystem aufgebracht wird, 

• durch Anlegen einer elektrischen Spannung ein elektroosmotischer 
Fluss erzeugt wird, durch den die Probenmolekule bewegt werden 
und/oder die Probenmolekule aufgrund ihres Ladung-zu-Masse- 
Verhaltnisses migrieren, 

• die Probenmatrix durch Aufbringen eines Waschpuffers eluiert wird, 

• der Analyt durch Aufbringen eines Elutionspuffers aufgetrennt und 
eluiert wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt nicht nur die Probenmatrix 
abzutrennen, sondern auch den Analyten aufzukonzentrieren; experi- 
mented Einzelheiten sind in Beispiel 6 offenbart. Unter Verwendung 
dieser Variante der vorliegenden Erfindung wird eine Aufkonzentration 
des Analyten um einen Faktor zwischen 10 und 1000 erreicht. 
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Zur genauen Charakterisierung der Zusammensetzung des Analyten 
sowohi qualitativ als auch quantitativ ist es in einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform moglich, im Anschluss an Trennung und/oder Elution ver- 
schiedene spektrometrische und spektroskopische Anaiysenverfahren 
durchzufiihren. So wird z.B. im Ausfiihrungsbeispiel 1 die UV-Detektion 
eingesetzt. 

Es kann aber ebenfalls bevorzugt sein, die Analytfraktionen im Anschluss 
an die Trennung einem weiteren Saulensystem zur weiteren Trennung 
zuzufuhren. 

CEC-Vorrichtungen, die fiir die erfindungsgemaSe Verwendung geeignet 
sind, sind dem Fachmann bekannt; gleiches gilt fiir periphere Einrichtun- 
gen, wie z.B. Spannungsversorgungsvorrichtungen, Thermostasier- 
einrichtungen, Detektionsvorrichtungen, Trennkapillaren. 

Fur die CEC benutzte Trennkapillaren weisen typischerweise Innen- 
durchmesser zwischen 20 und 300 urn auf, wobei die Untergrenze durch 
die Handhabbarkeit, die Obergrenze durch die Mbglichkeit begrenzt wird, 
die durch den StromfluB entstehende joulesche Warme abzuleiten. Die 
Lange derartiger Kapiilaren betragt ublicherweise wenige Zentimeter bis 
zu ca. 50 cm, wobei die Obergrenze wiederum durch die Handhabbarkeit 
und auch durch die resultierende Analysenzeit begrenzt ist, da bei der 
Kapillarelektrochromatografie der lineare FluB begrenzt ist. Die zur Ful- 
lung der Trennkapillaren ublichen partikularen Tragermaterialien weisen 
typischerweise AuBendurchmesser von weniger als 20 urn, insbesondere 
von 1 bis 5 urn auf. Das Sorbensbett wird ublicherweise beidseitig durch 
Fritten begrenzt, wobei die Fritten auch durch Ansintern von Sor- 
benspartikeln erzeugt werden konnen. 

Die erfindungsgemaB verwendeten Trennmaterialien, die auf den inneren 
Oberflachen von porosen Partikeln beschrankte Umkehrphasen aufwei- 
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sen, und deren Umkehrphasen aus Fettsaureresten bestehen, besitzen 
Mesoporen, deren Weite typischerweise im Bereich von 2 bis 50 nm liegt, 
wie es fur die Trennung von niedermolekularen Analyten ublich ist. Die 
Fettsaurereste besitzen in Abhangigkeit vom gewunschten Grad an Li- 
pophilie 2 bis 24 Kohlenstoffatome. Als Basistrager sind hydroxylgrup- 
penhaltige Materialien wie Siiicagel, poroses Glas oder organische Poly- 
mere geeignet. Die Herstellung derartiger Trennmaterialien ist in DE 41 
30 475 und EP 0 537 461 offenbart. 

Weitere Ausfuhrungsformen der Vorrichtung werden im folgenden unter 
Bezug auf die beigefugten Abbildungen erlautert. 

Abbildung 1 zeigt ein CEC-Saulensystem, das aus einer einzelnen Saule 
zur Probenaufbereitung und/oder Trennung besteht. 

Abbildung 2 zeigt das Elektropherogramm von Digitoxigenin. 

Abbildung 3 zeigt das Elektropherogramm von Digitoxigenin. 

Abbildung 4 zeigt das Elektropherogramm von Nadolol. 

Abbildung 5 zeigt das Elektropherogramm von Benzocain. 

Abbildung 6 zeigt das Elektropherogramm von Hydrocortison. 

Abbildung 7 zeigt das Elektropherogramm von Diphenyisulfon. 

Abbildung 8 zeigt das Elektropherogramm von Diphenyisulfon mit einer 
Aufkonzentrierung des Analyten urn den Faktor 10. 

Eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform der Vorrichtung ist in Abbil- 
dung l dargestellt. Eine CEC-Saule (30), die mit erfindungsgemaSem 
Tragermaterial (60) gepackt ist, taucht mit beiden Enden in Behalter 
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(90) mit mobiler Phase (120) ein. Die Spannungsquelle (10) dient zum 
Aniegen einer Spannung zwischen beiden Enden der Sauien. Die Span- 
nung ermoglicht die Ausbildung eines elektroosmotischen Flusses in der 
Saule. Zusatzlich kann noch eine Vorrichtung zur Beaufschlagung der 
Behalter mit Druck angebracht werden. Das Aniegen von Druck gleich- 
maBig an beiden Saulenenden wirkt einer Ausgasung der Pufferlosungen 
und somit der Bildung von Luftblasen in der Saule entgegen. Ein Saulen- 
ende ist zur Aufnahme der Probe ausgebildet. Eine Wechselvorrichtung 
ermoglicht das Wechseln der Behalter (90) und somit den Austausch 
bzw. die Anpassung der Pufferlosungen (120) an den Verfahrensschritt. 
Durch Anbringen beispielsweise, wie in Abbildung 1 skizziert, eines De- 
tektors (150) direkt auf der Saule kann der Analyt direkt detektiert und 
analysiert werden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Vorrichtung ist es bevorzugt, 
dass das Saulensystem aus mindestens einer CEC-Saule zur Probenauf- 
bereitung und mindestens einer CEC-Saule zur Trennung des Analyten 
besteht, die miteinander uber ein Kapillarsystem verbunden sind, wobei 
dieses Kapillarsystem in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
mindestens einen Auslass aufweist, uber den die Probenmatrix entfernt 
werden kann. Daruber hinaus ist es ebenfalls moglich, eine CEC-Saule 
(30) nur zur Probenaufbereitung zu verwenden. Es ist auch moglich, den 
Analyten nach Abtrennung der Probenmatrix auf andere Analyse- bzw. 
Trennsysteme zu uberfuhren. 

Die Vorrichtung kann ebenfalls eine Kopplung des Saulensystems an 
mindestens einen Detektor, insbesondere Massenspektrometer und/oder 
Lichtstreudetektor Oder sonstigen optischen Detektor und/oder elektro- 
chemischen Detektor (150), vorsehen. 

Abbildung 2 zeigt das Elektropherogramm von Digitoxigenin. Die Durch- 
fuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, gefullt mit 5 urn LiChrospher® 
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ADS-C18 Teilchen (PorengroBe 6 nm). Lange der gepackten Kapillare: 
8,3 cm. Innendurchmesser: 100 pm. Detektionswellenlange: 210 nm. 
Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 1. 

Abbildung 3 zeigt das Elektropherogramm von Digitoxigenin, welches 
durch Anwendung erfindungsgemaBen Einsatz der Tragermaterialien von 
BSA (Rinderserumalbumin) getrennt wurde. Die Durchfuhrung erfolgte 
mit einer CEC-Saule, gefullt mit 5 pm LiChrospher® ADS-C18 Teilchen 
(PorengroBe 6 nm). Lange der gepackten Kapillare: 8,3 cm. Innen- 
durchmesser: 100 pm. Detektionswellenlange: 210 nm. Weitere Bedin- 
gungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 1. 

Abbildung 4 zeigt das Elektropherogramm von Nadolol. Die Durchfuhrung 
erfolgte mit einer CEC-Saule, gefullt mit 5 pm LiChrospher® ADS-C18 
Teilchen (PorengroBe 6 nm). Lange der gepackten Kapillare: 8,3 cm. 
Innendurchmesser 100 pm. Detektionswellenlange: 210 nm. Weitere 
Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 2. 

Abbildung 5 zeigt das Elektropherogramm von Benzocain. Die Durch- 
fuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, gefullt mit 2 pm LiChrospher® 
ADS-C18 Teilchen (PorengroBe 6 nm). Lange der gepackten Kapillare: 
8,3 cm. Innendurchmesser: 100 pm. Detektionswellenlange: 210 nm. 
Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 3. 

Abbildung 6 zeigt das Elektropherogramm von Hydrocortison. Die 
Durchfuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, gefullt mit 2 pm LiCh- 
rospher® ADS-C18 Teilchen (PorengroBe 6 nm). Lange der gepackten 
Kapillare: 8,3 cm. Innendurchmesser: 100 pm. Detektionswellenlange: 
240 nm. Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 1. 

Abbildung 7 zeigt das Elektropherogramm von Diphenylsulfon als Kon- 
trolle zum Aufkonzentrierungsversuch in Abbildung 8. Die Durchfuhrung 
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erfolgte mit einer CEC-Saule, gefullt mit 2 urn LiChrosper® ADS-C18 
Teilchen (PorengroBe 6 nm). Lange der gepackten Kapillare: 8,3 cm. 
Innendurchmesser: 100 pm. Detektionswellenlange: 210 nm. Weitere 
Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 5. 

Abbildung 8 zeigt das Elektropherogramm von Diphenylsulfon mit einer 
Aufkonzentrierung des Analyten urn den Faktor 10. Die Durchfuhrung 
erfolgte mit einer CEC-Saule, gefullt mit 2 urn LiChrosper® ADS-C18 
Teilchen (PorengroBe 6 nm). Lange der gepackten Kapillare: 8,3 cm. 
Innendurchmesser: 100 urn. Detektionswellenlange: 210 nm. Weitere 
Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 6. 

Auch ohne weitere Ausfuhrungen wird davon ausgegangen, dass ein 
Fachmann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. 
Die bevorzugten Ausfuhrungsformen und Beispiele sind deswegen ledig- 
lich als beschreibende, keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende 
Offenbarung aufzufassen. 

Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefuhrten 
Anmeldungen, Patente und Veroffentlichungen sind durch Bezugnahme in 
diese Anmeldung eingefuhrt. AuBerdem ist die Offenbarung der kor- 
respondierenden Anmeldung DE 199 07 296.5, eingereicht am 
22.02.1999, soweit sie sich auf Tragermaterialien bezieht, die auf der 
Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basismaterial auf die inneren 
Oberflachen von porosen Partikeln beschrankte Umkehrphasen aufwei- 
sen, und wobei diese Umkehrphasen aus Fettsaureresten bestehen, 
durch Bezugnahme in diese Anmeldung eingefuhrt. 
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Ausfuhrungsbeispiel 1: 

Trennung von Digitoxigenin in Gegenwart und Abwesenheit von BSA 
Verwendefp Materi^iion- 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmesser 
von 100 M m wurde mit LiChrospher® ADS-C18 der Firma Merck Darm- 
stadt gepackt. Die verwendeten Partikel hatten einen Durchmesser von 5 
Mm und eine PorengroGe von 6 nm. 

Die KorngroBenbestimmung wurde mit dem Malvern Mastersizer durch- 
gefuhrt. Die Messung des Porendurchmessers erfolgte mit dem Mico- 
metrics ASAP 2400 Gerat. Der Porendurchmesser wurde durch Bestim- 
mung der Desorption oder Adsorption erhalten. 

Der Waschpuffer bestand aus 5% Acetonitril, 95% Wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat. 

Der Elutionspuffer bestand aus 60% Acetonitril, 40% Wasser, 5 mM 
Ammoniumacetat. 

Die Kontrollosung enthielt Digitoxigenin (Sigma, Deisenhofen) in einer 
Konzentration von 0.3 mg/ml in H 2 0. 

Die Probenlosung enthielt 1 mg/ml Digitoxigenin und 4 mg/ml BSA 
(Rinderserumalbumin, Sigma Deisenhofen) in H 2 0. 

Vorrichtung 

Zur Durchfuhrung der Trennung von Digitoxigenin wurde die in Abbildung 
1 dargestellte Vorrichtung eingesetzt. Die mit LiChrospher® ADS-C18 
gepackte Saule tauchte mit je einem Ende in Behalter zur Aufnahme von 
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Pufferlosung ein. Mit Hilfe einer Spannungsquelle (10) wurde eine Span- 
nung zwischen beiden Enden der Saule angefegt. 

Saulenvorbereituna 

Die Saulenvorbereitung wurde bei 15°C in 2 Stufen durchgefuhrt: 

1. Die CEC-Saule wurde zunachst 40 min mit Waschpuffer aquilibriert. 
Wahrend dieses Vorganges wurde eine Spannung von -5 kV angelegt 
und zur Verhinderung der Luftblasenbildung wurden beide Behalter mit 
einem Druck von 10 bar beaufschlagt. Die Stabilitat der Saule wurde 
wahrenddessen durch Messung des Stroms und der UV-Absorption (bei 
210 nm) kontrolliert. 

2. Die 2. Aquilibrierungsphase dauerte*15 min, wobei eine Spannung von 
-15 kV und ein Druck von 10 bar angelegt wurden. Der Strom und die 
UV-Absorption wurden ebenfalls kontrolliert. 

Nach Abschluss der 2. Phase waren der Strom und die UV-Absorption 
stabil. 

Trennunaen 

Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
Trennkapillare auf 15 °C temperiert. 

Digitoxigenin 

Die Probe (Digitoxigenin 0.3 mg/ml in H 2 0) wurde elektrokinetisch durch 
Anlegen einer Spannung von -5 kV uber 3 sec auf die Saule geladen. Im 
Anschluss daran wurde zur Verhinderung einer moglichen Diffusion der 
Probe in das PuffergefaB eine geringe Menge Waschpuffer, ein sog. Puf- 
ferpiug, unter denselben Bedingungen auf die Saule geladen. 
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AnschlieBend wurde die Probe durch Aufbringen des Waschpuffers bei 
einer Spannung von -15 kV und unter Anlegen eines Druckes auf beide 
Enden der Saule von 10 bar gewaschen. Nach 9.5 Minuten wurde der 
Waschpuffer durch einen Elutionspuffer ersetzt. Die Bedingungen -15 kV 
und 10 bar wurden beibehalten. Digitoxigenin wurde nach 12.7 min elu- 
iert. Das Elektropherogramm dieser Trennung ist in Abbildung 2 darge- 
stellt. 

Digitoxigenin in Anwesenheit von BSA 

Die Probe (1 mg/ml Digitoxigenin und 4 mg/ml BSA jeweils in H 2 0) wur- 
de elektrokinetisch durch Anlegen einer Spannung von -5 kV iiber 3 sec 
auf die Saule geladen. Im Anschluss daran wurde zur Verhinderung einer 
moglichen Diffusion der Probe in das PuffergefaB eine geringe Menge 
Waschpuffer, ein sog. Pufferplug, unter denselben Bedingungen auf die 
Saule geladen. 

Durch Aufbringen des Waschpuffers wird anschlieBend die Probe bei ei- 
ner Spannung von -15 kV und unter Anlegen eines Druckes auf beiden 
Enden der Sauie von 10 bar gewaschen und somit das BSA entfernt. 
Nach 10 Minuten wurde der Waschpuffer gegen einen Elutionspuffer er- 
setzt. Die Bedingungen -15 kV und 10 bar wurden beibehalten. Digitoxi- 
genin wurde nach 12.6 min eluiert. Das Elektropherogramm dieser Tren- 
nung ist in Abbildung 3 dargestellt. 

Ausfuhrungsbeispiel 2: 

Trennung von Nadolol 
Verwende te MarerialiPn- 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmesser 
von 100 um wurde mit LiChrospher® ADS-C18 der Firma Merck Darm- 
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stadt gepackt. Die verwendeten Partikel hatten einen Durchmesser von 
5 urn und eine PorengroBe von 6 nm. 

Die KorngrbBenbestimmung wurde mit dem Malvern Mastersizer durch- 
gefuhrt. Die Messung des Porendurchmessers erfolgte mit dem Mico- 
metrics ASAP 2400 Gerat. Der Porendurchmesser wurde durch Bestim- 
mung der Desorption oder Adsorption erhalten. 

Der Waschpuffer bestand aus 5% Acetonitril, 95% Wasser, 10 mM Am- 
moniumacetat. 

Der Elutionspuffer bestand aus 60% Acetonitril, 40% Wasser, 10 mM 
Ammoniumacetat. 

Die Lbsung enthielt Nadolol (Sigma, Deisenhofen) in einer Konzentration 
von 0.3 mg/ml in H 2 0. 

Vorrichtung 

Die Vorrichtung entsprach der aus Ausfuhrungsbeispiel 1. 
Saulenvorbereitunq 

Die Saulenvorbereitung wurde gemaB Ausfuhrungsbeispiel 1 durchge- 
fuhrt. 

Trennuno 

Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
Trennkapillare auf 15°C temperiert. 

Nadolol (1 mg/ml). wurde elektrokinetisch unter Anlegen einer Spannung 
von -5 kV fur 3 sec geladen. Im Anschluss daran wurde zur Verhinde- 
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rung einer moglichen Diffusion der Probe in das PuffergefaB eine geringe 
Menge Waschpuffer, ein sog. Pufferplug, unter denselben Bedingungen 
auf die Saule geladen. 

Durch Aufbringen des Waschpuffers wird anschlieBend die Probe bei ei- 
ner Spannung von -15 kV und unter Anlegen eines Druckes auf beiden 
Enden der Saule von 10 bar gewaschen und somit das BSA entfernt. 
Nach 10 Minuten wurde der Waschpuffer gegen einen Elutionspuffer er- 
setzt. Die Bedingungen -15 kV und 10 bar wurden beibehalten. Nadolol 
wird nach 13,99 min eluiert. Das Elektropherogramm dieser Trennung ist 
in Abbildung 4 dargestellt. 

Ausfiihrungsbeispiel 3: 

Trennung von Benzocain in Humanplasma 
Verwenri ete Mai-Priaii^n 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmesser 
von 100 M m wurde mit LiChrospher® ADS C18-Teilchen gepackt. Die 
verwendeten Partikel hatten einen Durchmesser von 2 urn und eine Po- 
rengroBe von 6 nm. 

Die KorngroBenbestimmung wurde mit dem Malvern Mastersizer durch- 
gefuhrt. Die Messung des Porendurchmessers erfolgte mit dem Mico- 
metrics ASAP 2400 Gerat. Der Porendurchmesser wurde durch Bestim- 
mung der Desorption oder Adsorption erhalten. 

Der Waschpuffer bestand aus 5% Acetonitril, 95% Wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat, pH 4,7. Der Elutionspuffer bestand aus 60% Acetonitril, 
40% Wasser, 5 mM Ammoniumacetat, pH 4,7. 
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Die Probenlosung bestand aus Humanplasma dotiert mit 0,5 mg/ml Ben- 
zocain. 

Vorrichtuno 

Die Vorrichtung entsprach der aus Ausfuhrungsbeispiel 1. 
Saulenvorbereitung 

Die Saulenvorbereitung wurde bei 15°C in 2 Stufen durchgefuhrt: 

1. Die Saule wurde zunachst mit Trennpuffer aquiiibriert. Wahrend dieses 
Vorgangs fand im Abstand von 5 min jeweils eine stufenweise Erho- 
hung der Spannung in 5 kV Schritten von -5 kV auf -20 kV statt. Dabei 
war der Inletpufferbehalter mit einem Druck von 5 bar beaufschlagt. 
Dann wurden beide PuffergefaBe mit 10 bar Druck beaufschlagt und 
eine Spannung von -15 kV angelegt. Die Stabilitat der Saule wurde 
wahrenddessen durch Messung des Stroms und der UV-Absorption 
(210 nm) kontrolliert. 

2. Die 2. Aquilibrierungsphase erfolgte in Waschpuffer und dauerte 12 
min. Dabei wurde eine Spannung von -15 kV und an beiden Pufferbe- 
haltern ein Druck von 10 bar angelegt. Der Strom und die Spannung 
wurden ebenfalls kontrolliert. 

Nach Abschluss der 2. Phase waren der Strom und die UV-Absorption 
stabil. 

Trennunaen 



Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
Trennkapillare auf 15°C temperiert. 
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Die Probe wurde elektrokinetisch durch Anlegen einer Spannung von - 
5kV uber 3 sec auf die Saule geladen. Im AnschluG daran wurde zur Ver- 
hinderung einer mogiichen Diffusion der Probe in das PuffergefSS eine 
geringe Menge Waschpuffer, ein sogenannter Pufferplug, unter densel- 
ben Bedingungen auf die Saule geladen. 

AnschlieBend wurde die Probe durch das Aufbringen des Waschpuffers 
bei einer Spannung von -15 kV und unter Anlegen eines Druckes auf 
beide Enden der Saule von 10 bar gewaschen. Dabei wurden die Proteine 
und Salze aus der Modellmatrix entfernt. Nach 7,7 min wurde der 
Waschpuffer durch einen Elutionspuffer ersetzt. Die Bedingungen -15 kV 
und 10 bar wurden beibehalten. Das Benzocain eluierte bei 12,37 min. 
Das Elektropherogramm ist in Abbildung 5 dargestellt. 

Ausfiihrungsbeispiel 4: 

Trennung von Hydrocortison in Humanserum 
Verwendete Matpriali^n 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmesser 
von 100 M m wurde mit LiChrospher® ADS C18-Teilchen gepackt. Die 
verwendeten Partikel hatten einen Durchmesser von 2 urn und eine Po- 
rengrbBe von 6 nm. 

Die KorngroBenbestimmung wurde mit dem Malvern Mastersizer durch- 
gefuhrt. Die Messung des Porendurchmessers erfolgte mit dem Mico- 
metrics ASAP 2400 Gerat. Der Poren durchmesser wurde durch Bestim- 
mung der Desorption Oder Adsorption erhalten. 

Der Waschpuffer bestand aus 5% Acetonitril, 95% Wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat pH 4,7. Der Elutionspuffer bestand aus 60% Acetonitril, 
40 % Wasser, 5 mM Ammoniumacetat, pH 4,7. 
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Die Probenlbsung bestand aus Humanserum dotiert mit 0,5 mg/ml Hyd- 
rocortison. 

Vorrichtung 

Die Vorrichtung entsprach der aus Ausfiihrungsbeispiel 1. 
Saulenvorbereitunq 

Die Saulenvorbereitung erfolgte wie in Ausfiihrungsbeispiel 3 
Trennunaen 

Die Trennung erfolgte wie in Anwendungsbeispiel 3 beschrieben. 

Das Hydrocortison eluierte bei 10,10 min. Das Elektropherogramm ist in 
Abbildung. 6 dargestellt. 

Ausfiihrungsbeispiel 5: 

Trennung von Diphenylsulfon in serumhaltiger Salzlosung 
Verwendete Materialism- 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmesser 
von 100 |jm wurde mit LiChrospher® ADS-C18 Teilchen gepackt. Die 
verwendeten Partikel hatten einen Durchmesser von 2 urn und eine Po- 
rengroBe von 6 nm. 

Die KorngroBenbestimmung wurde mit dem Malvern Mastersizer durch- 
gefiihrt. Die Messung des Porendurchmessers erfolgte mit dem Mico- 
metrics ASAP 2400 Gerat. Der Porendurchmesser wurde durch Bestim- 
mung der Desorption oder Adsorption erhalten. 
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Der Waschpuffer bestand aus 5% Acetonitril, 95% Wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat pH 4,7. Der Elutionspuffer bestand aus 60% Acetonitril, 
40% Wasser, 5 mM Ammoniumacetat, pH 4,7. 

Die Probenlosung bestand aus 0,1 mg/ml Diphenylsulfon in 250 ul/ml 
Fotales Kalberserum in Hanks Balanced Salt Solution. 

Vorrichtunq 

Die Vorrichtung entsprach der aus Ausfuhrungsbeispiel 1. 
Saulenvorbereitung 

Die Saulenvorbereitung wurde gemaB Ausfuhrungsbeispiel 3 durchge- 
fuhrt. 

Trennunaen 

Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
Trennkapillare auf 15°C temperiert. 

Die Probe wurde elektrokinetisch durch Anlegen einer Spannung von -5 
kV uber 3 s auf die Saule geladen. Im AnschluB daran wurde zur Verhin- 
derung einer moglichen Diffusion der Probe in das PuffergefaB eine ge- 
ringe Menge Waschpuffer, ein sogenannter Pufferplug, unter denselben 
Bedingungen auf die Saule geladen. 

AnschlieBend wurde die Probe durch das Aufbringen des Waschpuffers 
bei einer Spannung von -15 kV und unter Anlegen eines Druckes auf 
beide Enden der Saule von 10 bar gewaschen. Dabei wurden die Proteine 
und Salze aus der Modellmatrix entfemt. Nach 7,7 min wurde der 
Waschpuffer durch einen Elutionspuffer ersetzt. Die Bedingungen -15 kV 
und 10 bar wurden beibehalten. Das Diphenylsulfon eluierte bei 9,610 
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min und hatte eine Peakflache von 85,5 mAU*s. Das Elektropherogramm 
dieser Trennung ist in Abbildung 7 dargestellt. 

Ausfiihrungsbeispiel 6: 

Zehnfache Aufkonzentrierung und anschlieBende Trennung von Diphe- 
nylsulfon in serumhaltiger Salzlosung 

Verwendete Materialien: 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmesser 
von 100 urn wurde mit LiChrospher® ADS-C18 Teilchen gepackt. Die 
verwendeten Partikel hatten einen Durchmesser von 2pm und eine Po- 
rengroBe von 6 nm. 

Die KorngroBenbestimmung wurde mit dem Malvern Mastersizer durch- 
gefuhrt. Die Messung des Porendurchmessers erfolgte mit dem Mico- 
metrics ASAP 2400 Gerat. Der Porendurchmesser wurde durch Bestim- 
mung der Desorption oder Adsorption erhalten. 

Der Waschpuffer bestand aus 5% Acetonitril, 95% Wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat pH 4,7. Der Eiutionspuffer bestand aus 60% Acetonitrii, 
40% Wasser, 5 mM Ammoniumacetat, pH 4,7. 

Die Probenlosung bestand aus 0,01 mg/ml Diphenylsulfon in 250 pl/ml 
Fotales Kalberserum in Hanks Balanced Salt Solution. 

Vorrichtuna 

Die Vorrichtung entsprach der aus Ausfiihrungsbeispiel 1. 
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Saulenvorbereit-nng 

Die Saulenvorbereitung wurde gemSS Ausfuhrungsbeispiei 3 durchge- 
fuhrt. 

TrennunQen 

Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
Trennkapillare auf 15°C temperiert. 

Die Probe wurde elektrokinetisch durch Aniegen einer Spannung von - 
5kV uber 30 sec auf der Saule aufkonzentriert. Im AnschluB daran wurde 
zur Verhinderung einer moglichen Diffusion der Probe in das PuffergefaB 
eine geringe Menge Waschpuffer, ein sogenannter Pufferplug, unter den- 
selben Bedingungen auf die Saule geiaden. 

AnschlieBend wurde die Probe durch das Aufbringen des Waschpuffers 
bei einer Spannung von -15 kV und unter Aniegen eines Druckes auf 
beide Enden der Saule von 10 bar gewaschen. Dabei wurden die Proteine 
und Salze aus der Modellmatrix entfernt. Nach 7,7 min wurde der 
Waschpuffer durch einen Elutionspuffer ersetzt. Die Bedingungen -15 kV 
und 10 bar wurden beibehalten. Das Diphenylsulfon eluierte bei 9,805 
min und einer Flache von 84 mAU*sec. Das Elektropherogramm dieser 
Trennung ist in Abbildung 8 dargestellt. 
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Anspruche 

1. Verwendung von Tragermaterial fur die Kapillar-Elektrochromato- 
graphie, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial auf der 
Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basismaterial auf die inneren 
Oberfiachen von porosen Partikeln beschrankte Umkehrphasen auf- 
weist, und dass diese Umkehrphasen aus Fettsaureresten bestehen. 

2. Kapillare fur die Kapiliar-Eiektrochromatographie gefullt mit einem 
Tragermaterial, dadurch gekennzeichnet, dass das in der Kapillare be- 
findliche Tragermaterial auf der Grundlage von hydroxylgruppenhalti- 
gen Basismaterial auf die inneren Oberfiachen von porosen Partikeln 
beschrankte Umkehrphasen aufweist und diese Umkehrphasen aus 
Fettsaureresten bestehen. 
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